comb. nov.; -Polyommatus amorata tsvetajevi (Kurentzov, 1970) stat. nov.
].
-Polyommatus eros erotides (Staudinger, 1892) stat. rev.:
«Lyc.
[aena] Eros O. var. Erotides Stgr.» [Staudinger, 1892: 319] ; « Polyommatus … eros… sbsp. erotides Stgr.» [Korshunov, 1972: 363 (in Russian) ]. «Polyommatus erotides (Staudinger, 1892) » [Korshunov, 2002: 161, 385 (in Russian) ]. -Polyommatus eros menelaos Brown, 1976 stat. nov.:
«Polyommatus menelaos sp. nov.» [Brown, 1976: 82] . Because P. eros eroides is a subspecies of P. eros, the taxon «orientalis» also becomes a subspecies of P. eros: -Polyommatus eros orientalis comb. nov.:
«Polyommatus eroides ssp. n. orientalis» [Krzywicki, 1983: 401] . P. forsteri from Iran is very similar to P. eros in morphology, but these taxa are markedly different in COIand ITS2 sequences. Therefore we suggest that P. forsteri is a distinct species.
The taxa P. eros sichuanicus, P. erotides tartarus and P. tsvetajevi are very similar genetically but form a separate cluster from P. eros in the single gene and combined analyses. Therefore we suggest to combine P. eros sichuanicus, P. erotides tartarus and P. tsvetajevi into a distinct species. According to our research the valid species name for this taxon is Polyommatus amorata (Alpheraky, 1897) comb. nov., stat. nov., a taxon which was originally described as Lycaena Eros var. Amorata Alph. nova. Its type series is in the museum of the Zoological Institute in St. Petersburg. We designate the specimen with the following label as lectotype: "Sytschuan Mao-Djoov. 26 VIII" is written on the upperside and "Potanin 1893" on the underside of the label.
The lectotypes of P. amorata and "P. eros sichuanicus" are very similar morphologically and these taxa appear to have identical areas of distribution. Therefore we propose the following synonymy: -Polyommatus amorata (Alpheraky, 1897) = P. eros sichuanicus Murayama, 1983 syn. nov.
P. amorata contains two subspecies which appear to have some differences in sequences and wing patterns and are distributed in different areas: -Polyommatus amorata tartarus (Fruhstorfer, 1916) comb. nov.: «Lycaena tithonus tartarus subsp. nov.» [Fruhstorfer, 1916: 19] ; «Polyommatus erotides tartarus (Fruhstorfer, 1916) » [Huang, 1999: 659] . -Polyommatus amorata tsvetajevi (Kurentzov, 1970) stat.
nov.: «Lycaena tsvetajevi sp. n.» [Kurentzov 1970: 137 (in Russian) ]; «Polyommatus tsvetaevi (Kurentzov, 1970) » [Korshunov, 2002: 161, 385 (in Russian) ]. We conclude that the combined analysis of two independent mitochondrial and nuclear genetic markers enabled to resolve the taxonomy of a group of closely related species whose classification had been confused due to the shortage of available morphological characters.
Введение
В настоящее время широко распространена концепция использования в качестве универсального маркера видовой идентификации организмов фраг-мента митохондриальной ДНК, кодирующего первую субъединицу фермента цитохромоксидаза -COI [Hebert et. al, 2003 ]. Однако показано, что в некоторых случаях при использовании только гена COI в качестве маркера возможно получение как ложноположительных, так и ложноотрицательных таксономических результатов [Wiemers, Fiedler, 2007] . Для получения более надежных и адекватных результатов было предложено использование как минимум двух маркеров для одного биологического объекта. Причем, эти маркеры должны быть несцепленными друг с другом в одной молекуле ДНК, например митохондриальной. В качестве второго маркера, независимого от митохондриального гена COI, признано целесообразным использовать ядерную последовательность ДНК, например такую, как internal transcribed spacer 2 -ITS2 [Лухтанов, Шаповал, 2007] .
В этой связи, для более объективной трактовки филогении голубянок подрода Polyommatus (s. str.), представленной ранее [Wiemers, 2003; Водолажский, Страдомский, 2008a, b] , нами был проведен комбинированный анализ двух маркеров представителей Polyommatus (s. str.): митохондриального -COI и ядерного -ITS2.
Материалы и методы
Локализация и характеристики изученных экземпляров Polyommatus представлены на карте (рис. 1) и в Приложении 1.
Исследования проведены на базе научной группы молекулярной биологии Южного научного центра РАН (г. Ростов-на-Дону) и кафедры популяционной экологии Венского университета.
Суммарная ДНК выделялась с использованием фенол/хлороформного метода экстракции. Участки генов COI митохондриальной ДНК и ITS2 ядерной ДНК амплифицировали с использованием метода полимеразной цепной реакции (ПЦР).
Получение ПЦР-продуктов генов COI и ITS2 экземпляров серий DB, JC, MW и RU осуществляли с помощью праймеров, описанных Wiemers [2003: 38, 39] . Праймеры, использованные для получения ПЦР-продуктов гена COI экземпляров серии ILL, представлены в работе [Водолажский, Страдомский, 2008a: 125] . Для получения ПЦР-продуктов гена ITS2 экземпляров серии ILL применяли следующие праймеры: прямой (PiF 5'-GGG CCG GCT GTA TAA AAT CAT A -3') и обратный (PiR 5'-AAA AAT TGA GGC AGA CGC GAT A -3').
Параметры методов амплификации и секвенирования, а также определения и анализа первичных нуклеотидных последовательностей, описаны в работах [Wiemers, 2003; Водолажский, Страдомский, 2008a] .
Отличия первичных нуклеотидных последовательностей определялись количественно с использованием метода байесовских преобразований [Huelsenbeck, Ronquist, 2001 ] и графически представлялись в виде дендрограмм.
В качестве внешней группы при построении филогенетических моделей использовали нуклеотидные последовательности Polyommatus (Plebicula) amandus (Schneider, [1792] ).
Результаты и обсуждение
В данном исследовании с помощью метода байесовских преобразований проведен сравнительный анализ двух несцепленных между собой генетических маркеров бабочек-голубянок подрода Polyommatus (s. str). В качестве маркеров использовали первичную нуклеотидную последовательность митохондриального гена COI, кодирующего первую субъединицу фермента цитохромоксидазы, а также ядерную нуклеотидную последовательность ITS2 -внутренний транскрибируемый спейсер 2 (internal transcribed spacer 2). В исследовании использовано 27 экземпляров голубянок Polyommatus (s. str), Рис. 2. Polyommatus (s. str.): филогенетические деревья, полученные методом байесовских преобразований на основании анализа нуклеотидных последовательностей фрагментов митохондриального гена COI и ядерной нуклеотидной последовательности ITS2. COI: Bayesian Inference tree of 28 Polyommatus specimens inferred from 709bp of COI. The 50% majority consensus tree was recovered from 19962 Bayesian trees sampled during two independent runs under the HKY+I+Γ model for DNA substitution over 1000000 generations. (A total of 10001 trees were sampled in each run of which the first 20 trees were discarded).
ITS2: Bayesian Inference tree of 28 Polyommatus specimens inferred from 565bp of ITS2. The 50% majority consensus tree was recovered from 19882 Bayesian trees sampled during two independent runs under the HKY+I model for DNA substitution under 1000000 generations. (A total of 10001 trees were sampled in each run of which the first 60 trees were discarded).
Posterior probabilities are shown at the nodes of recovered branches.
Рис. 1. Локализация изученных экземпляров Polyommatus (см. Приложение 1). Color plate 5 Сравнительный анализ последовательностей митохондриальной и ядерной ДНК голубянок подрода Polyommatus (s.str.)
Рис. 3. Polyommatus (s. str.): филогенетическое дерево, полученное методом байесовских преобразований на основании анализа объединен-ных нуклеотидных последовательностей фрагментов митохондриального гена COI и ядерной нуклеотидной последовательности ITS2. Fig. 3 . Phylogenetic tree of Polyommatus (s. str.) inferred from the combined data set of two genes (COI+ITS2). The Bayesian Inference tree results from a partitioned analysis, with one partition for each gene and all parameters (except topology and branch lengths) unlinked across partitions, using the HKY+I+Γ substitution model for the COI partition and the HKY+I model for the ITS2 partition. The 50% majority consensus tree was recovered from 19932 Bayesian trees sampled during two independent runs over 1000000 generations. (A total of 10001 trees were sampled in each run of which the first 35 trees were discarded.)
Posterior probabilities are shown at the nodes of recovered branches. [Settele et al., 2008: 30; Водолажский, Страдомский, 2008a : 126]; -P. eros kamtshadalis (Sheljuzhko, 1933) [Водолажский, Страдомский, 2008b : 238]; -P. eros sichuanicus Murayama, 1983; -P. erotides (Staudinger, 1892) ; -P. erotides tartarus (Fruhstorfer, 1916) [Huang, 1999: 659]; -P. forsteri (Pfeiffer, 1938) ; -P. icadius (Grum-Grshimailo, 1890); -P. icarus (Rottemburg, 1775); -P. icarus fuchsi (Sheljuzhko, 1928) ; -P. icarus juno Hemming, 1933 [Benyamini, 1993: 181] ; -P. menelaos Brown, 1976; -P. tsvetajevi (Kurentzov, 1970) .
Результаты проведенного анализа свидетельствуют о полной симметричности филогенетических деревьев, полученных для генов COI и ITS2 (рис. 2). Модель, полученная для комбинации обоих изученных генов (COI+ITS2), позволила выделить ряд отдельных кластеров для изученных видов (рис. 3).
В одну из таких групп объединены экземпляры, характеризующиеся как P. icarus и образующие отдельную ветвь на дендрограмме. Высокий уровень однородности последовательностей ДНК генов COI и ITS2 свойственен представителям различных подвидов: P. icarus icarus, P. icarus fuchsia, P. icarus juno на территории практически всего Палеарктического региона (от Пиренейского полуострова до Забайкалья). Необходимо отметить также, что таксон P. andronicus характеризуется практически идентичными P. icarus последовательностями генов как COI, так и ITS2. На основании этих фактов, а также принимая во внимание симпатричность обитания с P. icarus, приходится констатировать, что Polyommatus icarus (Rottemburg, 1775) = P. andronicus Coutsis et Ghavalas, 1995 syn. nov.
Обособленные ветви на дендрограмме образуют такие таксоны, как P. ciloicus и P. icadius, что позволяет считать их обособленными самостоятельными видами. Причем впервые показано наличие представителей P. icadius на территории Ирана.
Комбинированный анализ митохондриального и ядерного маркеров смог в значительной степени упорядочить таксономию группы P. eros. Ранее с помощью анализа маркера COI было показано [Водолажский, Страдомский, 2008a, b] , что P. eroides и P. kamtshadalis не могут быть характеризованы как самостоятельные виды, а являются лишь подвидами P. eros: P. eros eroides и P. eros kamtshadalis. Эта концепция была дополнительно подтверждена комбинированным анализом с использованием двух маркеров (COI+ITS2 [Коршунов, 1972: 363] . «Polyommatus erotides (Staudinger, 1892) » [Коршунов, 2002: 161, 385 ].
-Polyommatus eros menelaos Brown, 1976 stat. nov.: «Polyommatus menelaos sp. nov.» [Brown, 1976: 82] .
Кроме того, в связи с понижением статуса таксона P. eroides до подвидового P. eros eroides необходимо переподчинить таксон «orientalis»:
-Polyommatus eros orientalis comb. nov.:
«Polyommatus eroides ssp. n. orientalis» [Krzywicki, 1983: 401] .
Морфологически близкие к представителям P. eros экземпляры P. forsteri имеют, тем не менее, значимые отличия от P. eros в последовательностях как COI, так и ITS2 маркеров. Таким образом, необходимо признать видовую самостоятельность таксона P. forsteri.
Таксоны P. eros sichuanicus и P. erotides tartarus также имеют значительные отличия маркеров COI и ITS2 от P. eros и образуют вместе с P. tsvetajevi отдельную группу с незначительной внутренней вариабельностью генных маркеров. В этой связи необходимым является объединение этих таксонов в статусе подвидов в рамках одного таксона видового ранга. Наши дополнительные исследования показали, что валидным видовым названием этого таксона следует признать Polyommatus amorata (Alpheraky, 1897) comb. nov., stat. nov., соответствующим описанному С. Алфераки в 1897 Lycaena Eros var. Amorata [Alpheraky, 1897: 113] . Типовая серия бабочек, описанных Алфераки, хранится в музее Зоологического института РАН (г. Санкт-Петербург). В серии нами выделен лектотип P. amorata (рис. 4) -самец с 3-мя этикетками: 1. Белая этикетка прямоугольной формы, на одной стороне в черной рамке прописью: Sytschuan Mao-Djoov. 26 VIII. На обороте напечатано: Potanin 1893. 2. Этикетка прямоугольной формы с напечатанной надписью на красном фоне: Lectotype Lycaena eros amorata Alpheraky, 1897. 3. Белая этикетка прямоугольной формы с напечатанной надписью: Polyommatus amorata (Alpheraky, 1897) .
Морфологически с лектотипом P. amorata сходен «P. eros sichuanicus» (рис. 4), имеющий одинаковый ареал с P. amorata. В этой связи необходимо констатировать: Polyommatus amorata (Alpheraky, 1897) = P. eros sichuanicus Murayama, 1983 syn. nov.
Помимо номинативного подвида, в составе P. amorata необходимо выделять в подвидовом статусе также следующие таксоны, характеризующиеся определенной спецификой генных маркеров, морфологических признаков и ареалов обитания:
-Polyommatus amorata tartarus (Fruhstorfer, 1916) comb. nov.: «Lycaena tithonus tartarus subsp. nov.» [Fruhstorfer, 1916: 19] ; «Polyommatus erotides tartarus (Fruhstorfer, 1916) » [Huang, 1999: 659] .
-Polyommatus amorata tsvetajevi (Kurentzov, 1970) stat. nov.: «Lycaena tsvetajevi sp. n.» [Куренцов А.И. 1970: 137] ; «Polyommatus tsvetaevi (Kurentzov, 1970)» [Коршунов, 2002: 161, 385] .
Таким образом, применение комбинированного анализа несцепленных митохондриальных и ядерных маркеров ДНК может способствовать объективному решению сложных и неоднозначных таксономических вопросов, особенно в случае отсутствия четких морфологических критериев. TGTCGTCGAC GCGCAGAACG CGCTGCGTAC ACTCTTCTCC TAGCGAAGAA  361 AACACCACCG TCGAAAACAC TGTTATATTA TTTGAAATAA TAGACAGTAG GCGGACTCGA  421 CGTCCGAAGG GCGCGTCGTC GACGCCGACG TACCGATTGA TTTCGGTCGC GGAGGCGGAG  481 TCGTTGCGCT GACGGATATC GCGTCTGCCT CAATTTTTTA TCGTTGGCCT CAGATCAGGG  541 AGGATCACC 
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